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Abstract
This  study  aims  to  provide  first  insights  on  the  impact  of  land­use
intensification  and  soil  properties  in  shaping  the  composition  of  N­
cycling microbial communities in Mediterranean peaty soils drained for
agricultural purposes. An intensively cultivated peaty soil represented by
an  intensive  maize  cropping  system  was  compared  with  an  extensive
grassland  and  an  agricultural  soil  left  abandoned  for  15  years.  Clone­
library sequencing based on partial amoA and nirK functional genes was
used  to  characterize  the  composition  of  ammonia­oxidizer
microorganisms  and  nirK­type  bacterial  denitrifiers,  respectively.  The
relative  roles  of  land­use  intensification  and  soil  physico­chemical
properties  in  community  composition  shaping  were  quantified  by










and  Nitrosospira  clusters,  respectively;  (ii)  uncultured  denitrifying
bacteria were unique to our soil; (iii) land­use intensification shaped the
composition  of  N­cycling  communities;  (iv)  ammonia­oxidizing
communities  were  driven  by  clay  (AOA),  bulk  density  (AOB),  and
exchangeable  calcium  (both  AOA  and  AOB);  and  (v)  nirK­type
denitrifier  bacteria  were  shaped  by  silt,  ammonium,  and  exchangeable
potassium. Based on  the variation partitioning,  soil  properties were  the
primary  determinants  of  the AOA  and  nirK­type  denitrifier  community
composition, while land­use intensification was the major factor shaping
the  community  composition  of  AOB.  These  findings  improve  the







































2001 ; Treusch et al.  2005 ; Stahl and de la Torre  2012 ). Denitrification is
the anaerobic process performed by denitrifier microorganisms in which
NO  and NO  (both N oxides) are used as electron acceptors and reduced















































et al.  1999 ; Li et al.  2015 ) and to modify the composition of the nirK­type








2013 ; Chen et al.  2014 ; Xie et al.  2014 ).
With regard to soil properties, soil moisture, and temperature (Avrahami
and Bohannan,  2007 ), pH (Kowalchuk and Stephen,  2001 ; Nicol et al.
2008 ; Jiang et al.  2015 ), clay, organic C and soil structure (Pereira e Silva
et al.  2012 ; Wessén et al.  2011 ), and ammonium (NH ) and NO




organic C, and NO  availability (Philippot et al.  2007 ; Kastl et al.  2015 ).
Although the distribution of nitrifiers and denitrifiers in agricultural soils
has been widely investigated, only little is known about their distribution
in peaty soils (Andert et al.  2011 ; Herrmann et al.  2012 ). Peaty soils cover
almost 3 % of the global surface area and represent a major store of soil C
(approximately 50 % of the soil organic C in the world), a sink for carbon


































































































temperature) (Wolsing and Priemé 2004 ; Stres et al.  2008 ; Wertz et al.










































































































































































from  soil  under  three  levels  of  land­use  intensification:  high  intensity  (HI;





is  rooted with Candidatus  Nitrosocaldus  yellowstonii.  In  the  collapsed  NJ
tree,  black  triangles  represent  the  13  archaeal  molecular  operational
taxonomic  units  (MOTUs)  retrieved  in  the  study.  The  sequences  obtained
were  affiliated  to  Nitrosotalea  sp.  (1),  Nitrosoarchaeum  sp.  (4),  and
uncultured  Thaumarchaeota  (2,  3,  5,  6,  7,  8,  9,  10,  11,  12,  13).  For  each
MOTU, the proportions of sequences retrieved from each land­use type (HI,
red; LI, yellow; ZI, green) are shown in the pie charts. Accession numbers of
sequences obtained  in  the present study are shown in Fig.  S3S1 . Bootstrap
values  (based  on  1000  replicates)  are  shown  at  the  nodes.  The  scale  bar
indicates  substitutions  per  site.  Parentheses  indicate  the  classification
according to Pester et al. (2011). The name of each MOTU is composed of







archaea  (AOA),  ammonia­oxidizing  bacteria  (AOB),  and  nirK­type  denitrifier  bacteria  (nirK)  in  soils  under  different  degrees  of  land­use
intensification:  high  intensity  (HI; maize monoculture);  low  intensity  (LI;  extensive  grassland),  and  zero  intensity  (ZI;  agricultural  soil  left
abandoned)
Parameter HI LI ZI HI LI
MOTU
richness 4.00 ± 1.00 5.67 ± 0.88 6.00 ± 1.15 3.66 ± 0.67 5.00 ± 0.58
Shannon
Index 0.84 ± 0.28 1.33 ± 0.14 1.29 ± 0.29 0.85 ± 0.15 0.89 ± 0.34
Hill













































from  soil  under  three  levels  of  land­use  intensification:  high  intensity  (HI;
maize  monoculture),  low  intensity  (LI;  extensive  grassland),  and  zero
intensity (ZI; agricultural soil left abandoned). NJ is based on the functional
bacterial  gene  amoA  (≈432  bp;  amoA  1F/−amo  2R  fragment)  and  is
composed  of  212  newly  generated  sequences  plus  16  from  a  reference
dataset  and  18  environmental  sequences  from GenBank. The  tree  is  rooted
with  Nitrosococcus  oceani.  In  the  collapsed  NJ  tree,  black  triangles
represent  the  11  bacterial molecular  operational  taxonomic  units  (MOTUs)
retrieved in the study. The sequences obtained were affiliated to Nitrosospira
sp. (2, 6, 7, 9, 11) and uncultured AOB (1, 3, 4, 5, 8, 10). For each MOTU,




in  the  present  study  are  shown  in  Fig.  S5S3 .  Bootstrap  values  (based  on
1000 replicates) are shown at the nodes. The scale bar indicates substitutions
per site. Parentheses  indicate  the classification according  to Purkhold et al.
(2000). The  name of  each MOTU  is  composed  of  the  name of  the  closest
phylogenetically  affiliated  group  (Nitro_m  Nitrosospira  multiformis;
Nitro_sp  Nitrosospira  sp.),  a  serial  number,  and  the  acronym  of  the




































three  levels  of  land­use  intensification:  high  intensity  (HI;  maize
monoculture), low intensity (LI; extensive grassland), and zero intensity (ZI;
agricultural soil left abandoned). NJ is based on the functional bacterial gene
nirK  (≈475  bp;  nirK1F/nirK5R  fragment)  and  is  composed  of  104  newly
generated sequences plus 25 from a reference dataset and 12 environmental
sequences from GenBank. The tree is rooted with Neisseria gonorrhoeae. In
the  collapsed NJ  tree,  black  triangles  represent  the  12  bacterial  molecular
operational taxonomic units (MOTUs) retrieved in the study. The sequences
obtained were  affiliated  to Bradyrhizobium  sp.  (2), Mesorhizobium  sp.  (9),




land­use  type  (HI,  red;  LI,  yellow;  ZI,  green)  are  shown  in  pie  charts.
Accession numbers of sequences obtained in the present study are shown in
Fig. S7. Bootstrap values (based on 1000 replicates) are shown at the nodes.
The  scale bar  indicates  substitutions  per  site. The  name  of  each MOTU  is
composed  of  the  name  of  the  closest  phylogenetically  affiliated  group,  a



























molecular  operational  taxonomic  units  (MOTUs)  of  a  ammonia­oxidizing
archaea  (AOA),  b  ammonia­oxidizing  bacteria  (AOB),  and  c  nirK­type
denitrifier bacteria, used as  response variables, and  three  levels of  land­use
intensification,  used  as  environmental  variables.  Land  uses  were  high
intensity  (HI; maize monoculture),  low  intensity  (LI;  extensive  grassland),
and zero  intensity  (ZI; agricultural soil  left abandoned). Spatial coordinates
of  the  plots  (latitude/longitude)  were  used  as  covariables.  The  sum  of  the
variance explained by the 1st and 2nd axes together accounted for 32.1, 46.2,
and  46.3 %  of  the  total  variance  of  a, b,  and  c,  respectively.  The Monte­
Carlo  permutation  test  showed  that AOA, AOB,  and  nirK­type  denitrifier
compositions were significantly different between ZI and HI/LI (P = 0.036,
P = 0.020, and P = 0.016, respectively). In the case of nirK­type denitrifiers,
no  sequences  were  retrieved  in  HI,  and  the  Monte­Carlo  permutation  test
showed  a  difference  between  HI  and  LI  (P  =  0.002).  The  name  of  each
MOTU  is  composed  of  the  name  of  the  closest  phylogenetically  affiliated


















MOTUs  of  a  ammonia­oxidizing  archaea  (AOA),  b  ammonia­oxidizing
bacteria  (AOB),  and  c  nirK­type  denitrifier  bacteria,  used  as  response
variables,  and  soil  physico­chemical  parameters,  used  as  environmental
variables.  Spatial  coordinates  of  the plots  (latitude/longitude) were  used  as
covariables.  The  sum  of  the  variance  explained  by  the  1st  and  2nd  axes
together accounted for 40.4, 45.0, and 49.6 % of  the  total variance of a, b,
and  c,  respectively.  Bold  red  arrows  show  the  significant  soil  physico­
chemical  parameters  selected  after  the  Monte­Carlo  permutation  test  and
stepwise selection (P ≤ 0.05). Significant  soil  physico­chemical parameters
were  exchangeable  calcium  (ExchCa)  and  the  clay  percentage  of  the  soil
texture for the AOA community, ExchCa and bulk density (BD) for the AOB
community,  and ammonium  (NH ),  the  silt  percentage  of  the  soil mineral
component,  and  exchangeable  potassium  (ExchK)  for  the  nirK­type
denitrifiers. The name of each MOTU is composed of the name of the closest
phylogenetically  affiliated  group,  a  serial  number,  and  the  acronym  of  the















Results  of  variation  partitioning  by  redundancy  analysis  (RDA)  on  the  significant
drivers of community composition of ammonia­oxidizing archaea (AOA), ammonia­
oxidizing  bacteria  (AOB),  and  nirK­type  denitrifier  bacteria  (nirK)  in  soils  under
different degrees of land­use intensification: high intensity (HI; maize monoculture);























































































(Herrmann et al.  2012 ; Puglisi et al.  2014 ; Zhao et al.  2015 ) and contrasts
with other studies that observed the dominance of Nitrososphaera in
agricultural soils and grasslands (He et al.  2007 ; Shen et al.  2008 ; Di et al.
2009 ; Chen et al.  2014 ). All other sequences grouped in clusters related to
the lineages 1.1a and 1.1a­associated, which are often retrieved in












in agricultural soils (Bruns et al.  1999 ; Phillips et al.  2000 ; He et al.
2007 ; Chen et al.  2014 ). Across all three land­use types, most sequences
were affiliated with cluster 2 (Nitro_sp_1_AMASS and
Nitro_sp_4_AMASS), which is commonly retrieved in acidic soils, such as









2002 ; Tourna et al.  2010 ). In addition, as in managed soils, sequences
affiliated with Nitrosospira cluster 3 (Nitro m_1_AMASS and
Nitro_sp_3_AMASS) were mainly retrieved in HI and LI soils (Kowalchuk
et al.  2000 ; Phillips et al.  2000 ; He et al.  2007 ; Shen et al.  2008 ). Values
of the Shannon index fell within previously observed ranges (Zhao et al.







those detected in other studies (Carney et al.  2004 ; Zhao et al.  2015 ),
suggesting that the low pH and high contents of humic acids and organic C
in peaty soils have a selective pressure on the richness of these microbial
















































communities) (Wessén et al.  2011 ; Pereira e Silva et al.  2012 ; Zhalnina et






































observations of Szukics et al. ( 2010 ) and Kastl et al. ( 2015 ). Based on
VarPart, we can assert that soil properties (namely, silt, NH , and ExchK)
are the primary determinants of nirK community composition, which
agrees with observations in agricultural soils by Pastorelli et al. ( 2011 ).
AQ9
Since no information was previously available about the impacts of land­
use intensification on the composition of N­cycling communities in
Mediterranean peaty soils, our characterization of ammonia­oxidizing
microbes and denitrifiers and the definition of their major drivers in
shaping such communities are of great value. In such regard, understanding
the drivers affecting N­cycling communities of Mediterranean peatlands
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can be critical to develop appropriate agricultural strategies aiming to
optimize the management of soil microbes in order to enhance the
efficiency of N fertilization by reducing N losses. Future work should also
focus on understanding the changes of the community composition and
activity of nirS denitrifiers that are shown to be mutually exclusive with
nirK in several environments.
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